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論文内容要旨
 【目的】
 不妊症治療における体外受精一胚移植法(IVF-ET)において,その成否には種々の因子が関
 与している。とくに高い採卵率・受精率と低い妊娠率との間の大きな差が以前より指摘されてい
 る。最近,妊娠成立の出発点とも言うべき着床の機序の一端を解明するため,正常ヒト子宮内膜
 あるいは偽妊娠マウス子宮内膜の培養細胞と,マウス受精卵を共培養したという報告を散見する
 が,いずれの内容もin-vi七roの着床モデルとしては必ずしも満足できるものではない。そこで本
 研究では,偽妊娠ラットの脱落膜細胞の培養系を確立し,その内分泌学的,形態学的変化を検討
 するとともに,脱落膜培養細胞と胚を共培養して,着床初期の内膜一胚の相互関係をin-vitroで
 明らかにすることを目的とした。
 【研究方法】
 ①Wistar系成熟雌ラットにおいて,膣スメアにより発情前期像を確認した晩に精管結紮雄ラッ
 トと同居,翌日を偽妊娠第0日とした。さらに偽妊娠第4日目に開腹,子宮内腔を注射針,オリー
 ブオイル等で刺激することにより,脱落膜反応を誘起した。②脱落膜腫形成後,経日的に子宮を
 摘出し,子宮重量,間質細胞の細胞分裂像,es七rogenreceptor(ER),progesteronereceptor
 (PR)の変化を測定した。③脱落膜腫を無菌管理のもとに培養液内で細切後,0.25%Trypsin液
 内で処理,この内膜細胞を細胞数5×105cells/m1に調整し,SUM工LON“CELLTLIGHTC-1"
 GollagendishあるいはFALCON“PRIMARIA"を用いて37℃95%air-5%CO2の条件下で培養
 を開始した。培養液はWaymouthMB752/190%(FCS10%添加)を用いた。一部の培養細
 胞は培養開始後経時的にTrypsin処理を行い,dishへの細胞付着性を測定した。④培養細胞は倒
 立位相差顕微鏡を用い連日観察した。さらに透過型電子顕微鏡(HITACHIH-600)による形態
 学的観察も行った。⑤培養開始2日目の脱落膜培養細胞上にラット受精卵を静置,実体顕微鏡下
 に接着(attachment)の有無,またその発育状態を観察した。受精卵は,同系雌ラットに過排卵
 処理を行い,同系雄ラットと交配後4日目にmorula,4.5日目にblastocystを子宮より得た。
 【結果】
 ①偽妊娠誘起率は100%,脱落膜腫の形成率は87.5%であった。脱落膜反応誘起時の子宮角重
 量は308mgであり,その後経日的に増加し脱落膜腫形成8日目(D・)には最大4420mgまで増大
 し,その後減少した。それに比べて間質細胞中の細胞分裂像は,D、,D、,D,と減少傾向を示し
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 た。D・の脱落膜の組織像は,間質細胞が肥厚し,脱落膜様変性を示しており,数多くの細胞分裂
 像が見られたが,D,のものは空胞の目立っ部分があり,一部退行性変性を思わせる所見があっ
 た。②脱落膜のER数はD2に2.77±0.20×10一10Mを示したが,D7には0.53±0.10×10一'。Mまで減
 少していた。PR数はDに3,37±0.04×10}エ。M,D5に3.49±0.80×10一'。Mを示したがD6以降減少
 しDマには1.03±0,40×10』10Mであった。両者の変動には違いが見られた。③経日的に採取した
 脱落膜を各々培養に供した。その結果,培養後,最も早くconfluen七な状態になったD、と子宮重
 量が最大値を示したD,の脱落膜分散細胞のdishへの接着状態を,培養開始から1時間毎に検討する
 と,D`に採取した培養細胞の接着率は,有意差こそないものの高い傾向にあった。④PRIMARIA
 使用時D、の培養細胞がconfluentな状態に達するのは,培養開始後ほぼ3日目であった。培養開
 始翌日の培養細胞は,多角形で底面に幅広い細胞やそれより小さな球状の細胞が,円形に
 colonyを形成していた。7日目まで2層,3層と増殖したが,その後細胞群の周辺にfibroblasレ
 1ikece11が目立っようになってきた。⑤培養細胞は,電顕的にjunc七ioncomplex,microv皿iの欠
 如した分泌顆粒に富む円形の細胞であり,脱落膜間質細胞由来であることが確認された。しかし
 この培養細胞中,典型的な腺細胞由来のものを同定することはできなかった。⑥一般に初期胚へ
 の内膜への接着は胚と腺上皮細胞の相互作用と考えられているが,培養細胞へ静置12時間後の
 blastocystは,まだhatching開始前の時期であるにもかかわらず60%(18/30)がこの段階で培
 養細胞に接着した。⑦培養細胞と共培養したmorula中74%(28/38)がblas七〇cystに,さらに26
 %(10/38)がhatchedblas七〇cys七に発育した。これはcontrolに比して有意に高い発育率であっ
 た。
 【結論麹
 量的にも機能的にも最も安定した増殖性を持つ,D、の脱落膜細胞を用いることにより,偽妊娠
 ラット脱落膜細胞の培養系を確立した。さらにこの培養細胞に胚を静置することにより,blas七〇一
 cyst自身の直接作用によるものと思われる培養細胞への接着を確認した。また胚の発育に関して
 促進的影響を及ぼすこのin-vitro着床モデルは今後,胚の接着L・着床を左右する,胚側と内膜側
 両面の条件を検討するモデルとして,また電顕を用いることにより形態学的に妊卵着床機序を解
 明する実験モデルとして有用と思われる。
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 審査結果の要旨
 ヒト体外受精・胚移植法(IVF-ET)が不妊治療の有力な手段として確立されてきたが,体外
 での受精・分割が順調に経過した胚であっても,胚移植後に妊娠に至らないことが多々経験さ
 れる。最近,この受精率・胚移植成功率のdiscrepancyを検討する目的で,正常ヒト子宮内膜ある
 いは偽妊娠マウス子宮内膜の培養細胞とマウス受精卵との共培養を行い,in-vitroでの着床モデ
 ルを作成したとの報告を散見するが,いずれの内容も,用いた子宮内膜に関する組織学的,内分
 泌学的な詳細な検討が殆どなされておらず,また培養した細胞も,単一の細胞性格を持つ集団と
 しての系を確立していない等必ずしも満足できるものではない。しかし着床期の子宮内膜細胞の
 機能,形態を再現するin-vitro培養系は,受精卵着床の研究にとって欠かせないものと考えられ
 る。
 本研究は,偽妊娠ラットに脱落膜腫を形成し,その脱落膜細胞の培養系を確立,さらにラット
 初期胚との共培養を行い,着床初期の内膜と胚の相互関係を,in-vitroで検討したものである。
 本研究ではまず,脱落膜腫形成後,緩目的に子宮を摘出し,その子宮重量,脱落膜間質細胞の
 細胞分裂像,estrogenrecep七〇r(ER),progesteronereceptor(PR)の変化を測定している。
 とくにERが,脱落膜腫形成後,経日的に漸減しているのに対して,PRは脱落膜腫形成後5日目
 までほぼ一定の値を保ちその後減少するという特徴的なパターンを示していた。経日的に採取し
 た脱落膜を培養に供したが,4日目の培養細胞が最もconfluen七な状態になった。
 次にこの培養細胞が電顕的にjunctioncomplex,microvilliの欠如した分泌顆粒に富む円形の
 細胞であり,脱落膜間質細胞由来の細胞であることを確認している。今回の培養法では,培養後
 1週間は,ほぼ内膜間質細胞のみを育てることが可能であった。
 この培養細胞と共培養したmorula中74%がb工as七〇cystに,さらに26%がhatchedblastocys七に
 発育した。これに対しcontro1(培養液中に静置したmorula)のbjastocystへの発育率はユ4%で
 あり両者に有意差を認めた。(P〈0.001)胚の発育に関して促進的影響を及ぼすこのin-vitro着
 床モデルは,今後妊卵着床機序を解明するのに非常に有用と思われる。
 一般に,初期胚の内膜への接着は,胚と腺上皮細胞の相互作用と考えられているが,今回の研
 究で,blastocystをこの培養細胞に静置すると,醸tching途上の時期に60%が間質細胞由来と思
 われる培養細胞に接着した。その結果,blas七〇cysむ自身の直接作用によるものと思われる培養細
 胞への接着を確認した。
 以上,本論文は,偽妊娠ラット脱落膜細胞の培養系を確立し,in-vitro着床モデルを作成する
 ことにより培養細胞と胚の接着状態を明らかにしており,学位論文に十分値するものである。
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